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Résumé

La population de loups gtis (Canis lupus) est en expansion dans certaines régions d'Europe
grice 4 une protection juridique et a des conditions écologiques favorables. A mesure que les
loups s'installent de plus en plus dans les zones urbaines et périurbaines, les interactions avec
les chiens domestiques se multiplient, ce qui accroit le risque de transmission d'agents
pathogenes et fait peser des menaces potentielles tant sur la conservation des loups que sur
la santé publique. Cette étude a examiné I'état de santé des loups du patc national des Foreste
Casentinesi (Italie) a I'aide d'un prélevement fécal non invasif réalisé entre mai 2019 et mars
2020. Les échantillons ont été analysés génétiquement pour identifier les individus, puis
soumis a un dépistage des agents pathogenes viraux, du coronavirus canin et du parvovirus,
a l'aide de la PCR, du séquencage Sanger et de l'analyse phylogénétique. Des examens
parasitologiques ont été réalisés a l'aide de techniques de flottation sur des échantillons
entiers, et une PCR en temps réel ciblant Echinococcus granulosus et E. multilocularis a été
effectuée sur des échantillons sélectionnés. Sur les 260 échantillons collectés, l'analyse
génétique a permis d'identifier 80 loups individuels appartenant a 8 meutes. Un seul
¢chantillon s'est révélé positif au coronavirus (1,2%), et aucun au parvovirus. La séquence
détectée s'est avérée apparentée a des souches précédemment signalées chez des loups et des
renards en Italie. La copromicroscopie a tévélé une forte prévalence d'endoparasites d'intérét
vétérinaire, notamment Ewucolens spp. (90,0%), Sarcocystis spp. (42,5%), les ténizdés (28,7 %) et
les ancylostomatidés (26,2%). Trichuris vulpis, Toxocara canis et les coccidies ont présenté des taux
de prévalence inférieurs a 2%. Les 104 échantillons testés pour E. granulosus ou E. multilocularis
se sont tous révélés négatifs. Ces résultats suggerent que, bien que les loups du FCNP
hébergent couramment plusieurs parasites canins, leur role dans la transmission d’agents
pathogeénes zoonotiques semble limité. Bien que les données phylogénétiques suggerent que
les souches de coronavirus ont tendance a se regrouper au sein d'une méme espece sauvage,
les données moléculaires sur les chiens domestiques restent rares. Néanmoins, la forte
prévalence de parasites communs souligne la nécessité d'une surveillance continue tant chez
les canidés sauvages que chez les carnivores domestiques. Alors que les loups occupent de
plus en plus des habitats dominés par 'homme, il est essentiel de comprendre la dynamique
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des maladies a l'interface entre la faune sauvage et les animaux domestiques pout mettre en
place des stratégies efficaces de conservation et de santé publique.

INTRODUCTION

Le loup (Cans lupus Linnaeus, 1758) est un grand carnivore originaire d'Europe, qui fait partie

intégrante de la biodiversité et du patrimoine naturel du continent. Malgré cela, il a été poussé
au bord de l'extinction dans toute I'Europe, atteignant ses niveaux de population les plus bas
au cours des années 1960 et 1970. Cependant, de petites populations fragmentées ont
survécu dans les péninsules du sud de I'Europe et dans certaines régions d'Europe de 1'Est
[1]. Parmi celles-ci, la sous-population de loups des Apennins (Canis lupus italicus, Altobello
1921) se distingue par le fait qu'elle n'a jamais complétement disparu, jouant un role de lien
écologique entre la population du sud de I'Ttalie et les Alpes occidentales, facilitant ainsi le
flux génétique entre les métapopulations [2]. La protection juridique (directive « Habitats »
92/43/CEE et loi Italienne 157/1992), combinée a des changements socio-écologiques tels
que l'exode rural, le reboisement et l'augmentation des populations d'ongulés, a permis la
réexpansion des loups a travers 'Europe, jetant les bases d'un rétablissement a grande échelle
de cette espéce. A mesure que les loups s’étendent dans de nouveaux environnements,
certains individus se dispersent dans des habitats fortement anthropisés, tant urbains que
suburbains, qui sont considérés comme des facteurs majeurs d’exposition aux maladies pour
les loups en Europe et en Amérique du Nord [3], car ces zones augmentent la fréquence des
interactions entre les loups et les animaux domestiques, y compris les chiens. En effet, les
interactions entre chiens et loups, telles que I'accouplement, les prédations ou le partage de
ressources, pourraient faciliter la transmission de maladies infectieuses et parasitaires. Cette
dynamique peut constituer une menace pour la conservation des loups et la santé publique,
car les agents pathogenes canins peuvent se propager aux loups [4-6], qui peuvent alors agir
comme téservoirs ou vecteurs, transmettant a leur tour des maladies aux animaux
domestiques et aux humains (par exemple, le virus de la maladie de Carré et Echinococcus

granulosus) |3].

Les maladies transmissibles chez les animaux sauvages peuvent avoir un impact sur les taux
de mortalité des populations d'animaux sauvages, allant d'effets bénins contribuant au
controle naturel de la densité a des conséquences graves, y compris, dans des cas extrémes,
l'extinction de la population [6,7]. Cependant, évaluer avec précision les risques réels peut
s'avérer difficile [7]. Parmi les agents pathogenes qui menacent la santé des populations de
loups, le protoparvovirus des carnivores 1 (CPPV-1) et le coronavirus entérique canin
(CCoV) jouent un role majeur. Tous deux sont des agents pathogenes entériques, et leur
impact peut varier en fonction de 'age, de la sensibilité et des comorbidités des individus
infectés [8-10]. Le CPPV-1 comprend différents génogroupes, parmi lesquels le parvovirus
canin 2 (CPV-2) et ses variants (CPV-2a, CPV-2b, CPV-2c¢) sont les agents étiologiques de
la gastro-entérite hémorragique, une maladie extrémement contagieuse présentant une
morbidité et une mortalité élevées qui touche les canidés, les félidés, les mustélidés et les
procyonidés ; cette large gamme d’hétes contribue a sa propagation mondiale [10, 11]. Le
CCoV est classé en deux sérotypes, le CCoV-I et le CCoV-II, en fonction de leurs protéines
de spicule, chacun présentant des propriétés sérologiques différentes [12]. Il est a origine
d’une entérite généralement bénigne mais trés contagieuse chez les chiots de moins de 12
semaines, en particulier dans les environnements surpeuplés tels que les élevages et les chenils
[13]. Dans certains cas, la maladie peut étre mortelle, en particulier chez les animaux co-
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infectés par d'autres agents pathogenes, tels que le CPV-2, 'adénovirus canin de type 1 ou le
virus de la maladie de Carré [9,12]. Récemment, des sérotypes pantropiques du CCoV-Ila
(pCCoV) sont apparus chez les chiens ; ils sont capables de provoquer des infections
systémiques caractérisées par de la fievre, une gastro-entérite hémorragique, des signes
neurologiques et une leucopénie, pouvant entrainer la mort méme en l'absence de co-
infections [8,9,12,14]. La principale voie de transmission de ces deux virus est le contact
direct avec des excréments ou des matériaux contaminés, car ils sont trés résistants dans
l'environnement [10,15,16]. Les chiens peuvent jouer un role significatif dans la propagation
du CPV-2 au sein des populations sauvages, car les chiens errants, sauvages ou non vaccinés
peuvent agir comme vecteurs. Une fois les virus introduits dans I'environnement, la
transmission entre les chiens et les canidés sauvages peut se produire par contact avec les
excréments, la prédation, la coprophagie ou des comportements sociaux [11]. De plus, la
persistance de l'infection chez les loups est favorisée par leur structure sociale et leurs
comportements, qui facilitent la transmission fécale-orale au sein de la population [15].

Au cours des dernieres décennies, de nombreuses ¢tudes ont porté sur les infections
parasitaires au sein de la population de loups Italienne, en mettant particulierement l'accent
sur les ténias et les especes Echinococeus en raison de leur importance zoonotique [17-21].
Echinococcus granulosus, 1'agent responsable de 'échinococcose kystique, est principalement
associé a un cycle de transmission domestique, dans lequel les moutons jouent un role
central en raison de leur forte densité de population et de leurs taux élevés de fertilité des
kystes. Le chien domestique sert d’héte définitif principal. A I'heure actuelle, aucune
preuve claire ne vient étayer 'existence d’un véritable cycle sylvatique d’E. granulosus sensu
stricto en BEurope du Sud qui se maintiendrait indépendamment des chiens domestiques et
du bétail. En revanche, Echinococcus multilocnlaris, 'agent de ’échinococcose alvéolaire, circule
principalement entre les rongeurs (principalement les campagnols) et les canidés qui s’en
nourrissent. Les renards roux (I ulpes vulpes L., 1758) sont les principaux hotes définitifs, en
raison de leurs taux d'infection élevés, de leurs habitudes alimentaires et de la densité de leur
population. Les chiens domestiques, bien que trés sensibles a l'infection, présentent une
faible prévalence en raison d'une prédation limitée des rongeurs et d'un vermifuge
occasionnel. Les loups ont été identifiés comme hotes dans certaines régions, mais leur
préférence alimentaire pour les grands ongulés limite leur role dans le cycle de vie du parasite

[22].

En Italie centrale, les recherches se sont principalement concentrées sur le role des loups
dans le cycle de transmission d' Echinococens granulosus sensu stricto (G1-G3), suggérant un lien
potentiel avec le cycle domestique (mouton-chien) plutdét que la présence d'un cycle
strictement sylvatique [21]. Cette hypothése est étayée par la faible prévalence de kystes
fertiles chez les ongulés sauvages [19], les taux d’infection relativement faibles d’E.
granulosus détectés chez les loups [21], et la prévalence significativement plus élevée observée
chez les moutons adultes dans les régions du centre et du sud de I'Italie [23]. D'autres especes
du complexe E. granulosus sensu lato ont rarement été signalées en Italie [24], tandis qu'E.
multilocularis est présent en Europe centrale et du Nord-Est, avec un seul foyer historique de
circulation en Italie, dans la partie nord de la province de Bolzano [25]. Il convient de noter
que Massolo et al. (2018) [26] ont détecté de maniere inattendue des ceufs d’E. multilocularis
et &’E. ortleppi (G5) chez des loups du nord-ouest de I'Italie, soulignant la nécessité d’une
surveillance et d’une recherche continues. De plus, les loups partagent de nombreuses
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especes de parasites intestinaux avec les chiens domestiques et d’autres canidés sauvages, ce
qui implique une transmission interspécifique potentielle. En conclusion, une surveillance
continue reste cruciale pour élucider davantage le réle épidémiologique des loups dans le
cycle de transmission de tous ces parasites.

L'objectif de cette étude était d'élargir I'enquéte sur I'état de santé de la population de loups
au sein du Parc national des Foreste Casentinesi, Monte Falterona e Campigna (FCNP). Pour
ce faire, nous avons intégré un suivi de la population, axé sur l'estimation de 1'abondance et
l'identification des meutes (pour plus de détails, voir Dissegna et al., 2023 [27]), 2 une enquéte
sanitaire complete utilisant des méthodes d'échantillonnage non invasives. Plus
précisément, nous avons mené une enquéte sur la présence d'agents patasitaires et viraux,
en combinant des techniques parasitologiques classiques avec des diagnostics moléculaires,
en mettant particulierement I'accent sur E. granulosus, E. multilocularis, le parvovirus canin et

le coronavirus canin.

MATERIEL et METHODES

Zone d'étude

La zone d'étude comprend le Parc national des Foreste Casentinesi, du Monte Falterona et
de la Campiana (FCNP), qui couvre 368 km? d'espaces protégés répartis entre les régions de
Toscane et d'Emihe—Romagne, s'étendant sur les provinces d'Arezzo, de Florence et de Forli-
Cesena. L'altitude varie entre 400 et 1 658 m au-dessus du niveau de la mer et la majeure
partie du territoire est recouverte de foréts, avec une végétation typique de type tempéré-
subméditerranéen.

Le FCNP couvre un large éventail d’environnements, allant de zones naturelles vierges, peu
ou pas touchées par 'activité humaine, a des centres urbains ou I'agriculture traditionnelle, y
compris I’élevage de bétail autochtone, les sites historiques et les destinations touristiques
sont préservés. Malgré cela, le parc reste peu peuplé, avec seulement 2 000 habitants sur
I'ensemble de sa zone protégée.

Cela crée un environnement idéal pour la faune sauvage, car cette zone est densément
peuplée de grands mammiferes : cerf élaphe (Cervus elaphus L., 1758), daim (Dama dama L.,
1758), chevreuil (Capreolus capreolus 1.., 1758), sanglier (Sus scrofa 1.., 1758), de mouflons (Owis
musimon Pallas, 1762) et de loups (Canis lupus italicus A., 1921), ainsi qu’une grande diversité
d’especes vertébrées et invertébrées (www.parcoforestecasentinesiit, consulté le 26
novembre 2024).

Collecte des échantillons

Des excréments de loup ont été collectés dans le cadre d’un échantillonnage génétique non
invasif mené au sein du FCNP de mai 2019 a mars 2020, comme décrit dans Dissegna et al.
(2023) [27]. Le FCNP a été divisé en 30 cellules a l'aide d'une grille standardisée de 5 X 5 km,
avec au moins un transect par cellule. Au total, 39 transects, d'une longueur de 5 km chacun,
ont été étudiés deux fois par mois pendant quatre mois, ce qui a représenté un effort
d'échantillonnage total d'environ 1 600 km. Les données de géolocalisation ont été
enregistrées pour chaque échantillon. Les échantillons ont été prélevés selon un protocole de
prélevement fécal par écouvillonnage a des fins d'analyse génétique, suivi du prélevement de
la totalité des selles. L'analyse génétique a été réalisée au laboratoire de I'Institut Italien pour
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la protection et la recherche environnementales (ISPRA) afin de déterminer l'espece hote et
l'identité individuelle des loups. Les détails concernant le suivi de la population sont
disponibles dans Dissegna et al. (2023) [27]. Les échantillons de maticres fécales ont été
transportés au laboratoire de Belluno de I'Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie
(IZSVe) pour des analyses virologiques et parasitologiques. Pour des raisons de sécurité, les
échantillons ont été conservés a une température de -80°C pendant 10 jours [28], puis stockés
a -20°C jusqu'a leur analyse ultérieure.

Analyse virologique

Les analyses virologiques ont été réalisées uniquement sur des échantillons correspondant a
des génotypes uniques (c'est-a-dire des individus uniques) afin d'évaluer la circulation du
parvovirus et du coronavirus. Lorsque plusieurs échantillons correspondaient au méme
individu, le dernier échantillon prélevé a été utilisé. Le CPV et le Co ont été sélectionnés
comme agents pathogeénes cibles car ces virus sont hautement contagieux, stables dans
l'environnement et peuvent persister dans les maticres fécales, ce qui en fait des candidats

idéaux pour une détection non invasive.

Les échantillons ont été clarifiés a 1'aide d'une solution saline tamponnée au phosphate (PBS)
traitée aux antibiotiques et les acides nucléiques ont été extraits a 1'aide du kit QlAamp®Viral
RNA Mini (QIAGEN, 2020). Nous avons dépisté la présence de coronavirus dans les
échantillons a l'aide d'une PCR nichée a large spectre capable de détecter les membres de
tous les genres connus, comme détaillé ailleurs [29]. Pour l'identification du CPV-2, une PCR
en temps réel a été réalisée a l'aide du kit d'amplification QuantiFast® Pathogen PCR+ IC
(QIAGEN, Hilden, Allemagne) mis en ceuvre sur le CFX 96 BIO-RAD (BIO-RAD,
Hercules, CA, Etats—Unis), comme détaillé ailleurs [30].

Les échantillons positifs ont été caractérisés plus en détail par séquencage Sanger. En
particulier, un fragment partiel du gene de I'ARN polymérase ARN-dépendante (RdRp)
provenant d'un échantillon positif a la PCR nichée a été séquencé. La séquence a été soumise
a GenBank sous le numéro d'acces PV661850.

Une analyse phylogénétique a été réalisée afin de comparer le virus identifié chez le loup avec
des séquences similaires extraites de GenBank, en mettant particuliecrement I'accent sur les
souches les plus proches et celles précédemment identifiées chez des chiens et des carnivores
sauvages en Italie. Un arbre phylogénétique de maximum de vraisemblance a été construit a
l'aide de PhyML (version 3.0), implémenté dans Seaview (Lyon, France), avec un mod¢le de
substitution TR+G4. L'arbre a été visualisé a l'aide du logiciel en ligne iTol
(https://itol.embl.de/) afin de mettre en évidence la relation avec les souches déposées

identifiées chez divers carnivores domestiques et sauvages.

Analyse parasitologique

Tous les échantillons fécaux collectés ont été examinés par copromicroscopie classique
(technique de sédimentation-flottation), a I'aide d'une solution composée de saccharose, de
nitrate de sodium et d'eau (densité : 1,300) afin de détecter les ceufs d'helminthes et les
(oo)kystes de protozoaires. Les éléments parasitaires ont été identifiés au niveau du genre ou
de I'espece sur la base de leur morphologie [31,32].
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Tous les échantillons attribuables a des génotypes d'hotes individuels, ainsi que les
échantillons fécaux qui se sont révélés positifs pour les ceufs de téniides lors de la
copromicroscopie (lorsque la quantité de matériel était suffisante) ont été analysés a l'aide
d'un PCR duplex en temps réel pour détecter Echinococcus granulosus et E. multilocularis. Pour
l'extraction d'ADN, 0,10 g de selles a été réparti en aliquotes dans des tubes Eppendorf de 2
ml. Une bille de 5 mm et 1 ml de PBS ont été ajoutés a chaque tube. Les selles ont ensuite
¢té homogénéisées a l'aide du Tissue Lyser (QIAGEN) a 30 Hz pendant 5 minutes, puis
centrifugées a 1 000 g pendant 1 minute. Enfin, 200 ul de l'échantillon et 9 ul de controle
interne (QuantiNova Internal Control DNA - QIAGEN) ont été extraits a l'aide de
l'extracteur automatisé Hamilton Microlab® STAR (HAMILTON), conformément au
protocole du kit MagMAX™ Viral/Pathogen Nucleic Acid Isolation Kit (QIAGEN).
L'ADN extrait a été amplifié a I'aide d'un test duplex en temps réel pour l'identification d'E.
granulosus [33] et d'E. multilocularis [34], en utilisant le kit QuantiNova® Pathogen+ 1C
(QIAGEN).

Analyse des données...

Déclaration éthique...

RESULTATS

Toutes les données pertinentes sont présentées dans les sections ci-dessous, les ensembles
de données complets étant disponibles dans le Tableau S1. Au total, 261 échantillons de
crottes ont été acheminés au laboratoire de Belluno, IZSVe. Parmi ceux-ci, 132 échantillons
(50,6%) ont pu étre génotypés avec succes, permettant d’identifier 81 génotypes uniques,
correspondant a 80 loups (44 femelles, 34 males et 2 de sexe indéterminé) et 1 chien.
L'échantillon provenant du chien a été exclu des analyses ultérieures. Le suivi de la population
a permis de confirmer la présence de huit meutes au sein du FCNP (Fig. 1). De plus amples
détails sur les résultats du suivi de la population sont disponibles dans Dissegna et al. (2023)

[27].

Analyse virologique

Aucun des 80 échantillons testés n'était positif au parvovirus, tandis qu'un seul échantillon,
provenant d'une louve de la meute H, s'est révélé positif au coronavirus (1,2% ; IC a 95% :
0,2-6,7). La séquence partielle du gene RdRp (environ 400 paires de bases) obtenue par
séquencage Sanger a partir de 'amplicon positif a permis de classer cette souche comme un
CCoV appartenant a l'espece Alphacoronavirus 1. Notre séquence s'est regroupée avec d'autres
séquences précédemment identifiées chez des loups et des renards en Italie. Elle présentait
la plus forte identité nucléotidique et aminoacide (respectivement 98,3% et 100%) avec une
souche de CCoV identifiée chez la méme espece hote dans les Abruzzes (numéro d'acces
GenBank OR042794). Ce groupe comprenait également une souche isolée chez un chien
dans les Pouilles, qui présentait une identité de 93,41% au niveau des nucléotides et de 97,7%
au niveau des acides aminés avec notre séquence (Fig. 2).

Analyse parasitologique

Au total, 260 échantillons de selles ont été analysés par copromicroscopie, 96,1% (IC a 95% :
93,1-97,9) se révélant positifs pour au moins une espece de parasite. Une liste compléte des
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parasites détectés est présentée dans le Tableau 1, accompagnée de la proportion
d'échantillons positifs (fréquence) et de la proportion d'individus positifs (prévalence).

® Fecal samples
Packs »
Jl Pack A
B Fack B
@ FackC @
I Fack D

B Pack E N

B PackF

B rack G A
Pack H

L]
G FCNP 0 25 5 10 Km s
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Fig. 1. Répartition des échantillons de loups et des meutes identifiées. Cette image montre la répartition des
échantillons de matiéres fécales de loups et des meutes identifiées (d'aprés Dissegna et al., 2023). Pour plus de détails
sur le suivi de la population, voir Dissegna et al., 2023 [27]

Il convient de noter que 176 (67,7%) des échantillons analysés présentaient des co-
infestations, avec jusqu'a cinq especes de parasites détectées dans un seul échantillon. Plus
précisément, 121 (46,5%) échantillons se sont révélés positifs pour deux especes, 47 (18,0%)
pour trois especes et 7 (2,7%) pour quatre especes. Eucoleus spp. et le protozoaire Sarcocystis
spp. étaient les parasites les plus répandus, avec chacun une fréquence supérieure a 40%. Les
Ancylostomatidae et les Taenidae étaient également relativement courants, avec des taux de
prévalence supérieurs a 20%. Tous les autres parasites détectés présentaient une prévalence
inférieure a 2%. Les détails concernant les parasites détectés dans chaque meute de loups
sont présentés a la Figure 3.

Compte tenu de leur prévalence, les données relatives a Ewucolens spp., aux Ancylostomatidae,
aux Taeniidae et a Sarcocystis spp. ont été analysées afin d'étudier l'influence de facteurs
individuels (sexe), spatiaux et temporels (nord »s. sud du parc ; saison chaude zs. saison
froide), mais aucune différence significative n'a été observée (P > 0,05).

Tous les échantillons correspondant aux génotypes des hotes individuels (# = 80), ainsi que
les échantillons fécaux se révélant positifs pour les ceufs de téniides lors de l'examen
copromicroscopique (a condition que le matériel disponible soit suffisant, » = 24), ont été
soumis a une PCR en temps réel en duplex pour la détection d'E. granulosus et d'E.
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multilocularis. Au total, 104 échantillons ont fait I'objet d'une analyse moléculaire, et aucun n'a

donné de résultat positif.
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Fig. 2. Arbre phylogénétique établi par la méthode du maximum de vraisemblance (ML) & partir de séquences partielles
du géne RdRp. La séquence originale obtenue dans le cadre de cette étude est surlignée en rouge. Les cercles et les
carrés représentent respectivement les séquences identifiées chez les carnivores domestiques et sauvages, les couleurs
correspondant aux espéces hétes comme indiqué dans la Iégende. Plus précisément, les séquences provenant de chiens
sont représentées par des cercles bleus, tandis que celles provenant de loups sont représentées par des carrés gris

Tableau 1. Fréquence et prévalence des parasites identifiés lors de I'examen copromicroscopique

Taxonomic group Number of positive samples (Fre- | Number of positive individuals Confidence interval (95%)
quency %) (Prevalence %)
n=260 n=80

Eucoleus spp. 232 (89.2) 72 (90.0) 81.5-94.8

Sarcocystis spp. 109 (41.9) 34 (42.5) 32.3-53.4

Ancylostomatidae 73(28.0) 21 (26.2) 17.9-36.8

Taeniidae 61 (23.5) 23 (28.7) 20.0-39.4

Trichuris vulpis 7(27) 1(1.2) 0.2-87

Toxocara canis 5(1.9) 1(1.2) 0.2-87

Coccidia 3(1.1) 1(1.2) 0.2-67

The table shows the number of positive samples and the number of positive individuals. The proportion of positive samples is reported as the frequency,
while the proportion of positive individuals is reported as the prevalence. 85% confidence intervals are also presented.
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Fig. 3. Parasites détectés dans chaque meute de loups. Cette image présente la fréquence des parasites détectés
dans chaque meute de loups, telle qu'identifiée par Dissegna et al., 2023 [27]. La taille des graphiques circulaires est
proportionnelle au nombre d'échantillons prélevés par meute

DISCUSSION

Cette étude a évalué la faune helminthique ainsi que la circulation du parvovirus et du
coronavirus au sein de la population de loups du FCNP, contribuant ainsi a une meilleure
compréhension de la circulation des agents pathogenes chez les loups et pouvant éclairer les
futures stratégies de conservation et de gestion de I'espece.

Les maladies infectieuses peuvent jouer un role significatif dans la dynamique des
populations d'animaux sauvages, et parmi celles qui affectent les loups, le protoparvovirus
des carnivores 1 (CPPV-1) et le coronavirus entérique canin (CCo) sont particuliecrement
préoccupants. Dans notre étude, un seul cas positif au coronavirus (prévalence de 1,2%) a
été détecté chez une louve appartenant a la meute H, ce qui suggere soit une faible prévalence
au sein de la meute, soit un cas sporadique de transmission par les chiens. Ces données
concordent avec des études antérieures menées en Italie, ou le virus n’avait soit pas été
détecté du tout, soit été trouvé a de faibles niveaux de prévalence (<10%). Dans le parc
national de la Majella (MP), aucune des deux meutes (# = 20 échantillons de selles) n'a été
testée positive au CCo [35]. De plus, des résultats moléculaires négatifs sur des échantillons
de tissus ont été rapportés en Emilie-Romagne, en Toscane et en Calabre [36], tandis qu’une
sérologie négative a été confirmée en 1996 (#» = 4 loups) [37]. 1l est toutefois important de
mentionner que la taille de I’échantillon dans cette étude aurait pu entraver I'identification du
virus §’il circulait a faible prévalence, comme celui identifié sur notre territoire. En Italie, la
prévalence la plus élevée, de 8,6%, a été identifiée grace a une étude non invasive menée sur

Ferraro et al. 2026 9 Traduction Deepl & RP — 21/03/2026



des échantillons de matieres fécales de loups du Parc national des Abruzzes, du Latium et du
Molise (ALMNP). Comme I’ont souligné les auteurs, une population de chiens errants non
vaccinés coexiste dans le parc avec des meutes de loups, ce qui a pu faciliter la transmission
du chien au loup [15].

Le faible taux de détection chez les loups de notre étude pourrait étre lié a la survenue
d'événements de spillover provenant de chiens. Bien que les données phylogénétiques
disponibles tendent a soutenir le regroupement des souches au sein des especes sauvages
plutét qu'une dispersion entre chiens et loups, il est crucial de souligner que les données
moléculaires restent rares, en particulier chez les chiens. La plupart des données existantes
concernent des séquences partielles de RdRp, qui offrent une faible résolution
phylogénétique. Afin de mieux évaluer la dynamique a l'interface entre les chiens domestiques
et la faune sauvage, nous recommandons une surveillance renforcée des populations de
chiens domestiques et le recours au séquencage du génome complet des souches virales
locales. Cette approche permettrait de distinguer plus précisément les hypotheses de
transmission croisée récurrente de celles de transmission soutenue au sein de la faune
sauvage, de retracer les sources d'infection et d'évaluer les risques potentiels pour les
populations sauvages.

Aucun cas positif au parvovirus n'a été détecté dans notre étude, a l'instar d'un
¢chantillonnage non invasif de matieres fécales réalisé précédemment dans la méme zone et
portant sur un échantillon de taille similaire [38]. Cependant, des cas antérieurs d'infection
par le CPV-2 ont été signalés dans le parc chez des animaux morts. Par exemple, une
infection par le CPV-2 a été confirmée en 2019 chez deux louveteaux retrouvés morts, dont
l'un avait été percuté par un véhicule. Afin de déterminer la cause du déces, des autopsies ont
été réalisées, révélant des lésions associées a une infection par le CPV, ce qui a ensuite été
confirmé par analyse moléculaire, laissant supposer que le CPV-2 était la cause du déces ou
d’une maladie grave [39]. Le virus avait également été identifié auparavant dans le FCNP,
dans les tissus de loups morts entre 2005 et 2007 présentant des signes de traumatisme dus
a des accidents de la route [38]. Ces données confirment la faible sensibilité de
I'échantillonnage fécal opportuniste pour la détection du CPV-2, tres probablement patce
que ce virus présente une prévalence et une excrétion maximales chez les louveteaux plutot
qu'une distribution homogene au sein de la meute. Dans des cas similaires, la surveillance
passive des carcasses et le dépistage sérologique constituent de meilleurs outils pour surveiller
la circulation virale, comme le montre la littérature [6, 11, 14, 36, 38]. Plus précisément, Musto
(2021) [30] a identifié de I'ADN viral dans des échantillons de tissus avec des taux de
détection de 45,4% en Emi]je—Romagne, 29,5% en Toscane et 25,0% en Calabre.

Sur la base de maticres fécales, une prévalence de 15,2% pour le CPV-2 a été enregistrée dans
I'ALMNP en 2006-2007 [15]. 11 est largement reconnu que les chiens domestiques peuvent
encore représenter le principal réservoir du virus, méme dans les pays ou les taux de
vaccination canine sont élevés, comme I'Italie. Dans ces pays, le commerce 1égal et illégal de
chiens et d’autres carnivores est probablement responsable de I'introduction récurrente de
nouvelles souches et pourrait constituer un risque majeur pour la santé de la faune sauvage

[11,40].
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Du point de vue de la santé publique, les Taeniidae constituent la famille parasitaire la
plus importante chez les canidés sauvages, car elle comprend les especes d’Echinococcus et
certaines espéces de Taenia. Les loups servent d’hotes définitifs, contribuant ainsi a la
dissémination de ces parasites dans 'environnement. Dans notre enquéte, des ceufs de
taeniidés ont été détectés avec une prévalence de 28,7%. Par rapport a d'autres études menées
dans le FCNP, nos résultats ont montré une valeur considérablement plus élevée que les
7,2% rapportés par Ambrogi et al. (2019) [38], mais inférieure aux 61,1% enregistrés par
Poglayen et al. (2017) [21]. Cependant, notre résultat pourrait étre sous-estimé en raison de
la faible sensibilit¢ de la copromicroscopie pour la détection des ceufs de téniides et de
l'excrétion intermittente d'ceufs dans les selles [41].

Conformément a la méthode proposée par Obber et al. (2022) [42] pour augmenter la
sensibilité¢ de la détection d’E. granulosus et d’E. multilocularis dans le contexte d’une faible
prévalence attendue, nous avons réalisé un test PCR duplex en temps réel sur des échantillons
attribuables a des génotypes d’hotes individuels — indépendamment de leurs résultats
copromicroscopiques — ainsi que sur ceux qui se sont révélés positifs pour les ceufs de
téniides lors de la copromicroscopie. Cette approche visait a évaluer approximativement la
prévalence (c'est-a-dire le pourcentage de résultats positifs parmi les échantillons génotypés)
et a augmenter la probabilité de détecter le parasite s'il était présent, y compris dans les
échantillons non génotypés. Conformément aux conclusions de Poglayen et al. (2017) [21],
aucun cas d'E. multilocularis n'a été détecté. En revanche, alors que Poglayen et al. ont
rapporté une faible prévalence d'E. granulosus (G1-G3) (5,5%), nous n'avons détecté aucun
cas. Au moins deux décennies se sont écoulées depuis le prélevement des échantillons
analysés dans I'étude de Poglayen, et nos résultats confirment que les loups de ce patc
national ne présentent pas de risque significatif pour ce parasite zoonotique, et qu'aucun cycle
sylvatique ne semble exister. La faible prévalence antérieure d'E. granulosus (G1-G3) chez les
loups pouvait étre liée a la prédation sur les animaux domestiques ; par conséquent, nos
résultats pourraient indiquer que les mesures de gestion du parc ont efficacement minimisé
l'incidence déja faible de la prédation des loups sur le bétail. En conséquence, le régime
alimentaire des loups dans ce parc repose désormais principalement sur des ongulés sauvages,
qui semblent exempts d'infection a Echinococcus. Nous n'avons pas effectué d'analyse
moléculaire pour caractériser plus en détail les ceufs de téniidés. Dans I'étude menée patr
Poglayen et al. (2017), la présence de Taenia hydatigena (40,7%), T. krabbel (22,2%), T.
pobyacantha (1,8%), ainsi que d'Echinococeus granulosus (5,5%), a été rapportée. Compte tenu de
leur cycle de vie indirect, la présence de ces ténias est étroitement liée au régime alimentaire
des loups. A Pexception de T. hydatigena, qui est associé a la fois aux ongulés domestiques et
sauvages, toutes les autres especes de téniidés précédemment identifiées font partie d’un cycle
sylvatique [43,44]. Cela suggeére en outre que les loups de cette région se nourrissent
principalement d’animaux sauvages. Une surveillance continue des loups est souhaitable pour
mieux comprendre la dynamique écologique de l'espece et de ses parasites a l'ere des
changements sociaux et climatiques. Cette nécessité est encore renforcée par des données
récentes de Cafiero et al. (2025) [45], qui ont signalé la détection de loups positifs au génome
d'E. multilocularis dans le nord de la Toscane.

Parmi les especes d'helminthes présentant un intérét vétérinaire, le genre le plus
fréquemment détecté dans notre étude (prévalence de 90,0%) était Encolens spp. (synonyme :
Capillaria spp.), un groupe de nématodes cosmopolites affectant principalement les canidés.
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Eucolens aerophilus (syn. Capillaria aerophila) et Eucolens boehmi (syn. Capillaria boebmi) sont
respectivement les capillariidés bronchiques et nasaux, dont les ceufs se trouvent dans les
selles de I'hote. Le cycle de vie de ces nématodes reste incertain ; on suppose que les vers de
terre pourraient servir d'hotes intermédiaires ou paraténiques, mais l'ingestion directe de
larves infectieuses de troisicme stade contenues dans les ceufs ne peut étre exclue [46,47]. Les
ceufs de capillariidés se sont dégradés apres avoir été conservés a -80°C, empéchant ainsi la
distinction entre les deux especes, E. boehmi et E. aergphllus [46]. 11 est intéressant de noter
que ce genre n'est généralement pas considéré comme le parasite le plus répandu chez les
loups [43]. Des taux de prévalence aussi élevés n’ont pas été rapportés dans d’autres études
Européennes en dehors de I'Italie [48,49], la prévalence la plus élevée enregistrée en Europe
¢tant de 30% chez des loups en captivité en Allemagne [50].

En Italie, les taux de prévalence chez les loups varient selon les régions, allant de 80% pour
E. boehmi et 20% pour E. aergphilus dans TALMNP [51], 67% et 32% pour les mémes especes
dans le nord de la Toscane [52], a 35 % pour E. aergphilus dans le MP [35], et jusqu'a 2,3%
pour Eucolens spp. dans le Piémont [53]. Une étude récente comparant les nématodes chez
les loups et les renards dans des environnements a la fois anthropisés (province de Pise,
Italie) et naturels (réserve naturelle de Monterufoli Caselli, province de Pise, Italie, et FCNP)
a révélé que les capillariidés étaient nettement plus fréquents chez les loups (~60%) que chez
les renards (~30%) dans les deux contextes [54]. Ces résultats soulignent le role potentiel des
loups dans le cycle de transmission de ces parasites, le renard roux ayant traditionnellement
été considéré comme le principal réservoir en Europe. Compte tenu de ces résultats, les loups
pourraient contribuer de maniere significative a la contamination de 'environnement par des
ceufs de capillariidés, posant un risque d’infection pour d’autres animaux, y compris les chiens
et les chats domestiques. De plus, E. aergphilus présente un risque zoonotique, car il est
'agent responsable de la capillariose pulmonaire humaine [55].

Les Ancylostomatidae ont été détectés avec une prévalence de 26,2%. Cependant, ce chiffre
pourrait étre sous-estimé, car leurs ceufs sont moins résistants aux conditions défavorables,
telles que la congélation a -80°C et le dégel. Les Ancylostomatidae comptent parmi les
parasites les plus fréquemment détectés chez les loups, avec des taux de prévalence rapportés
dépassant 60% [43). Uncinaria stenocephala est l'espece la plus répandue en Italie, avec des taux
de prévalence rapportés de 67% contre 16% pour Ancylostoma caninum [56] et de 26,2% contre
7,1% dans le Piémont [53]. Plus récemment, Perrucci et al. (2023) [54] ont constaté une
prévalence des ankylostomes de 53,8% dans des échantillons de loups provenant de zones
naturelles, ce qui suggere une prévalence plus élevée chez les loups de ces environnements
par rapport a ceux des zones anthropisées. Cette différence est probablement due a des
conditions plus favorables au développement des ceufs, telles qu'une humidité plus élevée et
I'ombre, qui facilitent la transmission directe.

Dans notre étude, Trichuris vulpis et Toxocara canis ont été détectés de manicre sporadique,
avec une prévalence de 1,2% chacun. La prévalence de T. vulpis est conforme aux valeurs
rapportées chez d’autres canidés sauvages en Italie, tels que les renards [57,58]. En revanche,
la prévalence de T. canis pourrait étre sous-estimée en raison d’un biais d’échantillonnage en
faveur des loups adultes, car les échantillons fécaux collectés le long des transects sont
principalement associés au comportement de marquage olfactif des adultes. En effet, les
infections par les ascarides sont généralement plus courantes chez les juvéniles, en raison des
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voles de transmission verticale [59]. De plus, le role des hotes paraténiques est central dans
I'épidémiologie de T. canis, une prévalence beaucoup plus élevée étant rapportée chez les
canidés qui se nourrissent de petits vertébrés [54,57,60,61].

Parmi les protozoaires, nous avons détecté Sarcocystis spp. avec une prévalence élevée de
42,5%. Sarcocystis spp. est un protozoaire apicomplexe dont le cycle implique généralement
une relation prédateur-proie, dans laquelle les herbivores (ou omnivores) servent d’hotes
intermédiaires, développant des kystes dans le tissu musculaire (sarcocystes), et les carnivores
(ou omnivores) d’hotes définitifs, excrétant des sporocystes dans leurs excréments, qui
peuvent contaminer la nourriture ou I'eau [62]. Par conséquent, la forte prévalence de
Sarcocystis spp. détectée dans notre étude pourrait étre étroitement liée au régime alimentaire
des loups dans le FCNP. 11 a été observé que lorsque les loups se nourrissent principalement
d’ongulés sauvages, la charge en Sarcocystis spp. augmente, tandis qu’un régime alimentaire
plus varié contribue a réduire la charge parasitaire [51]. En Allemagne, ou les loups se
nourrissent principalement de daims et de sangliers, les taux de prévalence atteignent jusqu'a
95%. Des analyses moléculaires ont identifié 12 especes potentielles de Sarcocystis, les plus
répandues (S. zaeniata, S. gracilis, S. capreolicanis, S. grueners, S. tenella, S. miescheriana et S. cruzi)
étant liées aux hotes intermédiaires présents en Allemagne [63]. La présence de Sarcocystis spp.
chez les loups en Italie reste peu étudi¢e. En effet, des analyses moléculaires sont nécessaires
pour l'identification spécifique de Sarcocystis, ce qui permettrait de mieux comprendre a la
fois la relation prédateur-proie et les risques potentiels pour la santé publique. En revanche,
la recherche sur les hotes intermédiaires est plus approfondie. Une prévalence élevée de S.
miescheriana et une présence sporadique de S. suihominis sont bien documentées chez les
sangliers [64-68]. Des analyses moléculaires ont également identifié plusieurs especes de
Sarcocystis chez les chevreuils (par exemple, S. gracilis, S. silva, S. capreolicanis et S. linearis [69].
D'apres nos résultats, il est probable que cette parasitose négligée soit également présente
chez les ongulés au sein du FCNP, et ses implications potentielles pour la santé publique ne
doivent pas étre sous-estimées. Des coccidies ont été détectées a faible prévalence (1,2%)
dans cette étude, contrairement a une enquéte précédente menée dans la méme région [38].
D'autres études suggerent que les canidés sauvages pourraient jouer un role dans le maintien
de ces parasites dans l'environnement et leur transmission tant a la faune sauvage qu'aux
animaux domestiques [54]. L'impact pathogene chez les loups, en particulier les juvéniles,
reste incertain et mérite des investigations supplémentaires, compte tenu des cas documentés

de mortalité associée aux coccidies [70].

En conclusion, nous avons étudié 1'état de santé de la population de loups dans le FCNP.
Nous avons constaté une faible prévalence d'excrétion de coronavirus chez ces loups et la
séquence détectée s'est avérée apparentée a d'autres provenant de canidés sauvages d'Italie.
Cependant, les données moléculaires sur les chiens domestiques restent limitées. Cela
souligne la nécessité d’une surveillance chez cette espéce, afin de suivre plus précisément la
transmission des agents pathogenes au sein de la faune sauvage et des animaux domestiques,
de retracer les infections et d’évaluer les risques potentiels pour la conservation. Du point de
vue de la santé publique, nos résultats indiquent que les loups du FCNP ne représentent
pas un risque significatif de transmission de parasites zoonotiques, tels que Echinococcus spp.
Néanmoins, le role des loups dans I’épidémiologie d’autres parasites d’importance
vétérinaire doit étre souligné. L'analyse copromicroscopique s'est révélée étre un outil
précieux et non invasif pour surveiller cette population sauvage, fournissant des informations
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utiles sur les principaux genres de parasites circulant parmi ces loups. Cependant, sa faible
sensibilité envers certains groupes de parasites (par exemple, les téniidés) doit étre prise en
compte lors de l'interprétation des résultats. Néanmoins, lintégration de méthodes
moléculaires permet une identification plus précise des agents pathogenes impliqués. La
combinaison de I'analyse nécropsique des loups décédés et de I'examen copromicroscopique
d'échantillons fécaux prélevés dans l'environnement améliorerait considérablement les
efforts de surveillance. Cette approche est particulierement utile car l'excrétion fécale de
certains agents pathogenes ne se produit qu'a des stades spécifiques de l'infection, ce qui peut
conduire a des faux négatifs si 'on se fie uniquement aux analyses fécales. En utilisant ces
deux méthodes, il est possible de détecter les parasites excrétés dans les selles a un cott
relativement faible grace a 'analyse copromicroscopique, tandis que l'autopsie peut fournir
des informations cruciales sur l'exposition a des agents pathogenes qui ne sont pas
systématiquement détectables dans les selles, tels que les parvovirus ou les coronavirus. Une
approche intégrée offre une compréhension plus complete de I'état de santé des canidés
sauvages, avec des implications importantes tant pour la conservation de la faune sauvage

que pour la santé publique.
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